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内容要旨 
長管骨の伸長は，骨端部と骨幹部の間に存在する軟骨細胞で構成される成
長板で起こる．成長板軟骨細胞の増殖と分化の進行は，細胞間や細胞内の
さまざまな情報伝達分子で制御されていることが知られている．今回我々
は，細胞内シグナル分子である環状型グアノシン一リン酸（cGMP）,活性
酸素（ROS）,一酸化窒素（NO）が軟骨細胞の増殖と分化に関与することに
注目した．cGMP は，C 型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）を受容すること
で活性化された，グアニル酸シクラーゼによって GTPから合成される細胞
内伝達物質である．マウス成長板軟骨での分化促進と初代培養軟骨細胞の
分化と細胞増殖の促進が惹起されることが知られている． ROS は毒性因子
として理解されてきたが，シグナル分子としての新たな機能が示唆されて
おり，軟骨細胞の肥大化分化に関与することが報告されている．NO はシグ
ナル分子として多彩な生理機能が報告されているフリーラジカルで，軟骨
細胞の増殖に関与するとの報告がある．NO の生物活性の一部は cGMP を介
して発揮されていることや NO と ROS の反応で生じる活性窒素種が生体分
子をニトロ化することが知られている．しかし，cGMP，ROS および NOの成
長板軟骨における作用が統一的に語られることは，今までなかった．一方
近年，NO 依存的にニトロ化された cGMP の代謝物である 8-nitro-cGMP が，
様々な組織で遺伝子発現や細胞増殖を制御する新たな細胞内シグナル分
子として同定された．我々はこの 8-nitro-cGMP が成長板の伸長における
NO，ROSおよび cGMP の作用を統一的に説明できる新たな細胞内情報伝達分
  
子ではないかと考えた．そこで本研究では，脛骨成長板軟骨と軟骨細胞に
おける 8-nitro-cGMP の生成と機能を検討することとした．まず，NO 合成
酵素（NOS）阻害剤存在下および非存在下で、胎生 16日のマウス脛骨の器
官培養系に CNP を添加し，4 日間培養後，脛骨の形態測定および成長板軟
骨の組織化学的解析を行った．CNPは成長板における 8-nitro-cGMP生成と
成長板および脛骨の伸長を誘導したが，NOS 阻害剤はこれらを阻害した．
マウス初代培養軟骨細胞を CNPで刺激したところ，8-nitro-cGMP の生成と
細胞増殖が認められたが，NOS 阻害剤はこれらを抑制した．また，軟骨細
胞で Nos2 の恒常的な発現が認められたことから，siRNA を用いて Nos2 の
発現を抑制したところ，細胞増殖は有意に抑制された．化学合成した
8-nitro-cGMPは器官培養下の脛骨の伸長，特に成長板軟骨の増殖軟骨細胞
層の伸長を促進させ，マウス初代培養軟骨細胞の増殖を促進した．一方，
8-nitro-cGMPは，軟骨細胞の分化には顕著な影響を与えなかった．以上の
結果は、8-nitro-cGMP が増殖軟骨細胞層の軟骨細胞の細胞増殖を促進する
ことによって，成長板の伸長を促進させる新たなシグナル分子であること
が示唆された． 
